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摘要: 以能够有效抑制塔玛亚历山大藻生长的海洋细菌 V ibrio sp. DHQ25 为对象 ,考察了培养基成分对其发酵生长
的影响. 研究中顺序利用了 Plackett-Burman( PB)设计法、最速上升法以及中心组合响应曲面方法对培养基组成分进
行优化, 获得最适培养基配方( g/ L ) : 蛋白胨 13. 24, 酵母粉 4. 31, 葡萄糖 0. 1, NaCl 25, MgSO 4 # 7H 2O 0. 2, CaCl2 #
2H 2O 0. 5, KCl 0. 06, K2H PO 4 0. 05, KH 2PO 4 0. 05, Fe2 ( SO4 ) 3 0. 002. 由最适配方发酵得到的 DHQ25 培养液的菌液
浓度( OD600 )平均可达 1. 984,较原先 2216E 培养基中培养的 1. 359 提高了 46% , 杀藻效果与生长密度间存在着特定
的相关性, 这为今后分离杀藻活性物质提供了基础.结果表明, PB 设计法与响应曲面法的结合使用能经济有效地对该
杀藻细菌的高密度生长培养基成分进行优化 .
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究中,王颖等[ 5] 以酿酒酵母( Sacchar omyces cer evi si-
ae )菌液浓度( OD 600 )为指标采用正交设计法优化其培












Pantoea disp er sa 的 19种培养基成分中筛选出主要
影响因子进行优化, 最终使得内切几丁质酶和壳二糖
酶活性分别提高了 3. 95 倍和 2. 31倍. 响应面法( re-
sponse surface methodolo gy )是数学方法和统计方法
结合的综合技术,它利用合理的实验设计及结果建立
连续变量曲面模型, 采用多元二次回归方程来考察因
子间相互作用关系, 最终目的是优化响应值[ 8] .该方法
具备实验次数少、周期短与精度高等优点,可弥补以前
微生物培养优化中的一些不足, 因而近年来广泛应用











1. 1  实验菌株
菌株 Vibro sp. DHQ25, 从长江口赤潮区分离,本
实验室保存.
1. 2  试剂与培养基
蛋白胨、酵母粉购自 Dif ico 公司,其他常用药品均
达化学纯.
斜面培养基( g / L ) :蛋白胨 5,酵母粉 1 , 磷酸高铁
0. 01,琼脂粉 10,陈海水定容, pH 7. 6~ 7. 8.
2216E培养基( g/ L ) : 蛋白胨 5, 酵母粉 1, 磷酸高
铁 0. 01,陈海水定容, pH 7. 6~ 7. 8.
1. 3  培养方法
从斜面保存的菌株 DHQ25中挑取一接种环接入
装有 3. 5 mL 2216E 培养基的试管中, 摇床培养 12~
16 h后按 2%(体积分数,下同)接种量接入含 50 mL
液体种子培养基的 250 mL 锥形瓶中,在 28 e 培养 10
~ 12 h,再以 1%接种量接种于含 50 mL 待优化培养
基的 250 mL 锥形瓶中, 在转速为 150 r/ m in的摇床中
培养 12 h.
1. 4  响应曲面培养基优化方法
1. 4. 1  PB设计法
PB法是一种基于非完全平衡块原理的近饱和两
水平实验设计方法, 其优越性是用较少实验次数检测
各因子的效应, 得到尽可能精确的估计. 在 PB 设计
中,对于 N 次实验至多可研究( N - 1)个因子, 一般设




水平值约取较低水平值的 1. 25~ 1. 5倍, 高低水平差
值过大可能会掩盖了其他因子的重要性, 但也应依实
际情况灵活设计 [ 13-14] . 因此 PB 设计中因素及其水平
的选择是关键. 本文根据海洋细菌生长一般规律和前
期单因素实验,选用含 10个实际影响因子的 N = 16
的 PB设计表,预留 5个空项( Dummy)作误差分析.
1. 4. 2  最速上升法
响应面拟合方程只在考察的紧接邻域里才充分近
似真实情形,所以应先逼近最佳值区域后才能建立有
效的响应面拟合方程 [ 15] .该方法最希望上升时能沿着
具有最大增量的方向逐步移动, 从而最快达到最高区
域附近[ 16] .本研究的最速上升实验就是根据 PB设计
法筛选出的主要影响因子及各因素效应值的大小确定
变化步长,以快速经济地逼近最佳值区域.
1. 4. 3  中心复合设计
中心组合设计( cent ral composite design)是一种






以实验结果拟合响应量( OD 600 )与自变量( PB筛选出
的显著因素)关系的多项式回归模型为
Y = B0 + E BiV i + E Bij V ij + E Bii V j j 2 ,
式中, Y 为预测响应值, B为回归系数, V 为自变量. 运
用统计学软件对实验数据进行回归拟合, 寻找回归模
型的稳定点,得出最优培养基成分.
1. 5  响应值测定分析方法
利用比浊法测定菌液浓度: 将取样的培养液于
722 型分光光度计测定 OD 600 ,以不接菌的培养基进行
调零,每个样品做 3个平行,取平均值后用 M initab软
件进行分析.
2  结果与分析
2. 1  PB设计
本次 PB设计的蛋白胨 ( X 1 )、酵母粉( X 2 )、葡萄
糖( X 3 )、N aCl ( X 4 )、MgSO4 # 7H 2O ( X 5 )、CaCl2 #
2H 2O( X 6 )、KCl( X 7 )、K2HPO 4 ( X 8 )、KH 2 PO 4 ( X 9 )、
Fe2 ( SO 4 ) 3 ( X 10 )所选因子及其水平见表 1. PB 设计及





2. 2  确定一阶模型方向的实验
为了探索并确定蛋白胨与酵母粉两因子的爬坡方




全因子设计的数据见表 4, 表 5 对一阶模型实验结
果进行方差分析,从中可看出线性回归的 F 检测是显
著的,交互作用不显著,同时失拟系数不显著说明该模
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表 1  水平与因子的实际浓度的对应关系
Tab. 1  Variables show ing medium components used in
P lackett-Burman design
变量 因子   
实际因子浓度/ ( g # L - 1 )
- 1 0 + 1
X 1 蛋白胨 2 3 4
X 2 酵母粉 0. 5 1. 0 1. 5
X 3 葡萄糖 0. 05 0. 1 0. 15
X 4 NaCl 20 25 30
X 5 MgSO4 # 7H 2O 0. 1 0. 2 0. 3
X 6 CaCl2 # 2H 2O 0. 4 0. 5 0. 6
X 7 KCl 0. 03 0. 06 0. 09
X 8 K 2HPO4 0. 04 0. 05 0. 06
X 9 KH2PO4 0. 04 0. 05 0. 06
X 10 Fe2 ( SO4 ) 3 0. 0015 0. 002 0. 0025
  注: - 1 代表低水平, + 1 代表高水平, 0代表中间水平.
型能很好地拟合实验数据.
拟合的一阶模型:
Y ( OD 600 ) = 1. 101 44+ 0. 166X 1+ 0. 104 5X 2 .





设计中规定蛋白胨规范变量基本步长 K1 = 1, 则酵母
粉规范变量的基本步长 K2 及它们与蛋白胨和酵母粉
实际步长 $N1 , $N2 的换算如下:
K2= ( 0. 104 5/ 0. 166) @ K1= 0. 63,
$N1= K1 @ 1= 1,
$N2= K2 @ 0. 5= 0. 315.
从表 6可以看出蛋白胨与酵母粉的浓度分别增加
到第 10点的 13与 4. 150 g / L 的过程中, Y 值一直是
在升高的, 之后Y在减少 , 这表明实验范围内的最优
表 2 PB实验设计及结果
Tab. 2  Experimental design and results of Plackett-Burman
实验号
实际变量水平
X 1 X 2 X 3 X 4 X 5 X6 X7 X 8 X 9 X 10
空项水平
D 1 D 2 D 3 D 4 D 5
响应值
Y ( OD600)
 1  1  1  1 - 1 - 1 - 1  1 - 1 - 1  1  1 - 1  1 - 1  1 1. 386
 2 - 1 - 1 - 1 - 1 - 1 - 1 - 1 - 1 - 1 - 1 - 1 - 1 - 1 - 1 - 1 0. 681
 3 - 1 - 1  1 - 1 - 1  1  1 - 1  1 - 1  1  1  1  1 - 1 1. 032
 4 - 1 - 1  1  1 - 1  1 - 1  1  1  1  1 - 1 - 1 - 1  1 0. 910
 5 - 1  1 - 1 - 1  1  1 - 1  1 - 1  1  1  1  1 - 1 - 1 1. 248
 6  1 - 1 - 1 - 1  1 - 1 - 1  1  1 - 1  1 - 1  1  1  1 1. 431
 7  1  1 - 1 - 1 - 1  1 - 1 - 1  1  1 - 1  1 - 1  1  1 1. 316
 8  1 - 1 - 1  1  1 - 1  1 - 1  1  1  1  1 - 1 - 1 - 1 1. 098
 9 - 1  1  1  1  1 - 1 - 1 - 1  1 - 1 - 1  1  1 - 1  1 0. 981
 10  1 - 1  1  1  1  1 - 1 - 1 - 1  1 - 1 - 1  1  1 - 1 1. 170
 11 - 1 - 1 - 1  1 - 1 - 1  1  1 - 1  1 - 1  1  1  1  1 0. 736
 12  1 - 1  1 - 1  1  1  1  1 - 1 - 1 - 1  1 - 1 - 1  1 1. 054
 13  1  1 - 1  1 - 1  1  1  1  1 - 1 - 1 - 1  1 - 1 - 1 1. 299
 14 - 1  1 - 1  1  1  1  1 - 1 - 1 - 1  1 - 1 - 1  1  1 1. 035
 15 - 1  1  1 - 1  1 - 1  1  1  1  1 - 1 - 1 - 1  1 - 1 1. 243
 16  1  1  1  1 - 1 - 1 - 1  1 - 1 - 1  1  1 - 1  1 - 1 1. 299
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表 3 PB设计方差分析表
T ab. 3 ANOVA of P lackett-Burman design
变差来源   自由度 效应   系数   F0 p r> F
常数   1. 11994   29. 02  0. 000
蛋白胨  1   0. 27337   0. 13669   3. 54  0. 017
酵母粉  1   0. 21187   0. 10594   2. 75  0. 041
葡萄糖  1   0. 02887   0. 01444   0. 37  0. 724
NaCl  1  - 0. 10788  - 0. 05394  - 1. 40  0. 221
MgSO4 # 7H2O  1   0. 07513   0. 03756   0. 97  0. 375
CaCl2 # 2H 2O  1   0. 02613   0. 01306   0. 34  0. 749
KCl  1  - 0. 01913  - 0. 00956  - 0. 25  0. 814
K 2H PO4  1   0. 06512   0. 03256   0. 84  0. 437
KH 2PO4  1   0. 08763   0. 04381   1. 14  0. 308
Fe2 ( SO4 ) 3  1   0. 03688   0. 01844   0. 48  0. 653
表 4 确定方向的第一批因子实验结果
Tab. 4  Exper iment al design of the 1s t model





Y (OD 600 )
2 0. 5 - 1  - 1  0. 833
2 1. 5 - 1  1 1. 029
4 0. 5 1 - 1  1. 152
4 1. 5 1 1 1. 374
3 1. 0 0 0 1. 108
3 1. 0 0 0 1. 097
3 1. 0 0 0 1. 099
3 1. 0 0 0 1. 107
3 1. 0 0 0 1. 114
表 5 一阶模型的方差分析表
Tab. 5  ANOVA o f the 1 st model
变差来源 自由度  平方和  F0 p r > F
一次项 2 0. 153905 103 0. 000
交互作用 1 0. 000169 2. 51 0. 174
失拟 1 0. 000142 2. 93 0. 162
残差 4 0. 000194
总和 8 0. 154410
点很可能在该点附近.
2. 4  中心组合实验
根据最速上升实验结果,以原点+ 10N为中心点,
以最速上升实验中的两倍步长作为中心组合设计步
长,选择中心实验次数为 5, 星号臂长为 1. 414,除了酵
母粉与蛋白胨的量变化, 其他因素固定在中心点进行
实验.中心组合设计及结果如表 7所示.
表 7的前 9组实验是带有 5个中心点的 22 实验,
进行的方差分析(表 8)可知,一次项和交互作用均非
显著,说明一阶模型已不合适, 纯二次项显著,实验结





Y(OD 600 ) = 1. 972 80+ 0. 016 53X 1+
 0. 013 61X 2 - 0. 059 30X 1 2- 0. 040 30X 2 2 .
回归的相关系数 R
2
为 86. 3% , 可能由于交互作
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表 6 最速上升实验设计表及结果
Tab. 6  Experimental design o f steepest ascent and co rresponding response
规范变量
蛋白胨  酵母粉  
实际变量/ ( g# L - 1 )
N1  N2
响应值
Y( OD 600 )
原点   0   0   3   1. 0   1. 130
N   1   0. 315   1   0. 315
原点+ N   1   0. 315   4   1. 315   1. 319
原点+ 2N   2   0. 63   5   1. 630   1. 499
原点+ 3N   3   0. 945   6   1. 945   1. 683
原点+ 4N   4   1. 26   7   2. 260   1. 793
原点+ 5N   5   1. 575   8   2. 575   1. 846
原点+ 6N   6   1. 89   9   2. 890   1. 878
原点+ 7N   7   2. 205   10   3. 205   1. 891
原点+ 8N   8   2. 52   11   3. 520   1. 901
原点+ 9N   9   2. 835   12   3. 835   1. 926
原点+ 10N   10   3. 15   13   4. 150   1. 985
原点+ 11N   11   3. 465   14   4. 465   1. 951
原点+ 12N   12   3. 78   15   4. 780   1. 937
表 7 中心组合设计




实际变量/ ( g# L - 1 )
蛋白胨  酵母粉
响应值
Y ( OD 600 )
- 1 - 1 11 3. 52 1. 902
- 1  1 11 4. 78 1. 916
 1 - 1 15 3. 52 1. 920
 1  1 15 4. 78 1. 942
 0  0 13 4. 15 2. 000
 0  0 13 4. 15 1. 961
 0  0 13 4. 15 1. 985
 0  0 13 4. 15 1. 958
 0  0 13 4. 15 1. 962
- 1. 414  0 15. 828 4. 15 1. 899
 1. 414  0 10. 172 4. 15 1. 934
 0  1. 414 13 5. 04 1. 950
 0 - 1. 414 13 3. 26 1. 921
表 8  带有 5 个中心点的 22 设计的方差分析表
Tab. 8 ANOVA o f experimental design o f 22 w ith 5
central po ints
变差来源 自由度 平方和 F0 p r > F
模型 4 0. 007113 5. 22 0. 069
一次项 2 0. 000808 1. 19 0. 394
纯二次 1 0. 006289 18. 46 0. 013
交互作用 1 0. 000016 0. 05 0. 839
纯误差 4 0. 001363
总和 8 0. 008476
从响应曲面图及回归的方程可看出, 该模型存在
极值,且为最大值.根据软件估计的极值,转换到未编
码值 X 1= 13. 24 g/ L, X 2= 4. 31 g/ L .再从方程中任取
两点进行模型验证, 结果见表 10.
验证结果最高点的菌液浓度( OD 600 )平均可达到
1. 984,与预测值比较表明,该模型能够较好地预测菌
株 DHQ25 的发酵菌液浓度值, 数值的出入可能是由
于菌种活化过程中存在的偏差所致,但总的来说, 回归
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表 9  二阶模型的方差分析
Tab. 9  ANOVA of the 2nd model
变差来源 自由度 平方和 F0 p r > F
回归 5 0. 009842 9. 22 0. 005
线性 2 0. 001834 9. 22 0. 066
交互作用 1 0. 00001600 0. 07 0. 792
平方 2 0. 007992 18. 73 0. 002
拟合不足 3 0. 000079 0. 07 0. 971
残差 7 0. 001494
总和 12 0. 011336
图 1  中心组合设计的响应曲面与等高线
F ig . 1 Response sur faces and contour line of centra l
composite design
表 10  中心组合设计验证结果
T ab. 10  Verificat ion of central composite design
序号
X1 /
( g # L- 1 )
X 2 /
( g# L - 1 )
实测值 平均 预测值
1 10 3. 735 1. 903
2 10 3. 735 1. 910 1. 910 1. 880
3 10 3. 735 1. 915
4 13. 24 4. 310 1. 986
5 13. 24 4. 310 1. 997 1. 984 1. 973
6 13. 24 4. 310 1. 969
7 14 4. 465 1. 912
8 14 4. 465 1. 929 1. 930 1. 924
9 14 4. 465 1. 950
方程在考察浓度范围内能够进行有效预估.
2. 5  最优培养基培养条件下的菌液浓度与杀
藻效率
从图 2可以看出,菌液浓度( OD 600 )与杀藻率基本
相互对应, 14 h后杀藻率可达到 80%以上, 24 h后杀
藻活性持久稳定,基本达到100% . 这也间接验证了本
图 2 菌株 DHQ25 优化后的生长曲线与杀藻率
F ig . 2  Grow th curv e and alg icidal activit y of DH Q25
from the f inal medium





































( g/ L) :蛋白胨 13. 24, 酵母粉 4. 31, 葡萄糖 0. 1, NaCl
25, M gSO 4 # 7H 2O 0. 2, CaCl2 # 2H 2O 0. 5, KCl 0. 06,
K2HPO 4 0. 05, KH 2PO4 0. 05, Fe2 ( SO 4 ) 3 0. 002.相比
于原先的海洋细菌 2216E 培养基的培养,发酵后菌株
菌液浓度 ( OD 600 ) 由 1. 359 提高到 1. 984, 提高了
46% ,同时该菌株的生长密度与杀藻效果间存在良好
的相关性,且在优化后的培养基中生长的菌株杀藻效
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Optimization of High Cell Density Medium Compositions
of Marine Algicidal Bacteria Vibrio sp. DHQ25
LB Jing- lin1 , ZHENG Wei1 , WANG Bin-xiang1 , T IAN Yun1, ZHENG Tian- ling1, 2*
( 1. Key Laborat ory of the M inistr y o f Education for Coastal and Wetland Eco systems, School of L ife Sciences, X iamen Univ ersity ,
2. State Key Laborat ory of Mar ine Env ironmental Science, Colleg e of Oceanog raphy and Environmental Science,
Xiamen Universit y, Xiamen 361005, China)
Abstract: The influence of medium compositions on the gr ow th o f mar ine alg icidal bacter ia Vibr io sp. DHQ25 w as invest igat ed.
Plackett-Burman( PB) design, steepest ascent design and central composite design w ere order ly emplo yed to obt ain the optimized me-
dium in t his study . T he chem ical defined medium per lit er contains( g / L) : 13. 24 peptone, 4. 31 yeast ex tract, 0. 1 glucose, 25 NaCl,
0. 2 MgSO 4 # 7H2O, 0. 5 CaCl2 # 2H 2O, 0. 06 KCl, 0. 05 K2H PO4 , 0. 05 KH2 PO4 , 0. 002 Fe2 ( SO4 ) 3 . The optical cell density at 600
nm( OD 600 ) could reach 1. 984, w hich was incr eased by 46% compared w ith 1. 359 of that in 2216E medium , the algicidal activ ity
was r elated to cell density to some extent. This w ill be beneficial to the further study on the isolation of a lg icidal compound. It ind-i
cated that the combination o f P lackett-Burman design wit h response surface metho lodolog y could effectively opt imize t he high cell
density medium composit ions of t his marine algicidal bacter ia.
Key words: alg icidal bacteria; Plackett-Burman design; response surface metholodo lo gy ; medium
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